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【要旨】雄ウイスターラットにおいて十二指腸液が常時胃内に逆流するようなモデルを用いた発癌実験を行
った．生後7週齢ラット47匹を4群に分け，発癌物質N－methy1－N’一nitro－N－nitrosoguanidine　（MNNG）
100μg／m1経口投与を8週間行った後，十二指腸口側断端を閉鎖，空腸輸入脚を胃大奮に，輸出脚を幽門に吻
合する胃空腸吻合を1群に，胃空腸吻合手術群のみをII群に，　MNNG投与のみの群をIII群に，さらに無処
置対象群をIV群とし，実験開始後48週後に解剖して，体重変化，胃内pH，細菌叢，胃粘膜病変の有無，　ras
P21蛋白の発現等の比較検討を行った．その結果，体重は，吻合手術を行った1，　II群でやや低下がみられた
ものの有意差はなく，胃内pH，および細菌叢についても竹群問に特記すべき差は認められなかった．胃粘膜
病変に関しては，1群（n＝20）においては腺癌の発生が10例（50．0％）に認められ，そのうち3例は重複癌
で，計13個の腺癌病変が存在していた．また，atypical　hyperplasia（AHP）は，輸入脚近傍で16例（80．
0％）に発現しており，その他にも乳頭腫5例（25．0％），扁平上皮癌1例（5．0％）等の病変が確認された．
これに対して，MNNGを前投与せず吻合手術のみを行ったII群（n＝15）においては，腺癌の発生は3例（20．
0％）のみに認められ1群に比べ有意（p＜0．05）に低下していた．またAHPは輸入脚近傍では13例（86．7％）
に発現しており，1群との間に有意差は認められなかったが，輸入脚近傍では1例（6．7％）にのみでしか存在
しておらず1群に比べ有意（p＜0．05）に発現の低下が観察された．MNNG前投与のみを行ったIII群および
対照群であるIV群では，腺癌の発現は認められず，十二指腸液逆流手術を施行した群においてのみ発症して
いることが明らかになった．さらにras　P21の発現は，1群において80．0％と高率に認められたのに対し，　II
群，III群，およびIV群では認められず，本来は発癌を惹起しない低濃度のMNNG投与が十二指腸液の逆
流による発癌機転を促進している事が示唆された．またこれらの結果より，十二指腸液の逆流によって胃内
におけるAHPの発現や腺癌の発症が引き起こされることが明らかになった．またras　P21の発現が吻合術
とMNNG投与の双方を行った1群においてのみ高率に認められることから，　ras遺伝子の増幅には十二指
腸液の逆流とMNNGの双方が相乗作用をもって関与していることが証明された．
緒 言
　残胃癌の発生機序を明らかにするためのラットを
用いた発癌実験については既にいくつかの報告がな
されている．雄ウイスターラットを用いて胃の部分
切除を行い，Bilroth　I法及びBillroth　II法で再建し
た手術群と，開腹のみを行った非手術群のそれぞれ
に発癌剤N－methyl－N’一nitro－N－nitrosoguanidine
（MNNG）を投与した結果，手術群に有意に発癌率
が高いことという事実が明らかになっている1）．同
様な事実は，MNNG投与後各種の手術を行った実
験で，胆汁が胃内に逆流する術式ほど発癌率が有意
に高いこと2），さらに，雌ウイスターラットに種々の
手術を施行した結果，発癌剤を投与しない場合でも，
Billroth　II法単独群，胃空腸吻合単独群で高率に発
癌を認めること3）からも明らかになった．さらにこ
の研究を発達させ，雄ウイスターラットにおいて十
二指腸液が常に胃に逆流するようなモデルを作成し
て，発癌剤を投与しない場合でも胃腸吻合部に癌が
発生し得ることが確認された4）．この結果は十二指
腸液そのものの胃に対する発癌作用を示唆してい
る．このような生理的物質の発癌への関与は，胃癌
の発生にかかわる重要な問題と考えられる．本研究
では近藤ら4）の研究をもとに十二指腸液逆流モデル
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を用い，十二指腸液が胃における発癌にどのような
影響を及ぼしているかを，形態学的および癌遺伝子
蛋白の発現の面から解析した．
研究対象と方法
　7週齢雄ウイスターラット計47匹を用いて，4群
（1群；発癌剤投与後，十二指腸液逆流手術を施行し
たもの．II群；十二指腸液逆流手術のみ施行したも
の．III群；発癌剤のみ投与したもの．　IV群；無処置
対照群）の実験群を作成して比較検討した．
　1．実験群の作成
　1群；発癌剤N－methyl－N’一nitro－N－nitro－
soguanidine（MNNG）を飲水中に100μg／mlの濃
度に溶解，8週間投与した後，以下に示す十二指腸
液逆流手術を行った．ラットはネンブタール（7．5
mg／body）麻酔下に開腹し，幽門輪の部位で胃十二
指腸を切離十二指腸断端を閉鎖する．Treiz靭帯か
ら10cmの部位で空腸を切離し，その半側断端を胃
大蛮野に吻合し輸入脚とした、さらに肛門側断端を
幽門部に吻合して輸出脚とする操作を行った（図
1）．吻合は7－0針付き血管縫合糸を用いた．処置後
40週間，一般飼料と水道水のみで発癌剤は一切投与
せず飼育後，体重測定をしたうえで剖検し，諸検索
に供した．
　II群；MNNGは投与せず同様の手術のみを1群
と同じ時点で施行した．実験開始より48週間は一般
飼料と水道水のみで飼育，その後にネンブタール（35
mg／kg）による麻酔下に胃を全摘，剖検した．
　III群；実験開始より8週間，　MNNGを投与した
のみで手術を行わずその後40週間，一般飼料と水道
水のみで発癌剤は一切投与せず飼育し，剖検した．
　IV群（無処置対照群）；48週間，発癌剤投与および
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Fig．1　ウイスターラット十二指腸液逆流モデル作
　　成の手術方法（シェーマ）
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Fig．21～Iv群におけるMNNG投与および逆流手術施行のスケジュール
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Fig．3　ウイスターラット胃粘膜に発生したmild
　　atypical　hyperplasia（AHP）の組織像
　　（粘膜下層までの限局性の構造異型を有する過
　　形成腺管の増殖を呈する）
　　藪　　　　w“　二　載
Fig．4ウイスターラット胃粘膜に発生した
　　severe　AHPの組織像
　　（固有筋層以下に嚢胞状拡張腺管を伴う腺腫様
　　増殖を呈する）
表1　実験開始時（7週義目）および剖検時（48
　　週齢目）の各群における体重比較
表2剖検時，胃粘膜表面液の各群に
　　おけるpH値の比較
Group　No．　of　rats7　wks 48　wks GroupNo．　of　rats PH
I
II
III
IV
ii　］一is6．，．，　ilii・1‘i［i！ I
II
III
IV
20
15
9
3
5．27±O．54
4．51±O．64
5．15±O．83
4　81±O．78
手術を施行せず，一般飼料と水道水のみで飼育後，
剖検した（図2）．
　2．胃内pH値の測定
　胃摘出時，胃粘膜表面の粘液にペックマンTHI－
34型のpH測定装置に接続された微小電極カート
リッジを接触させてpH値を測定した．
　3．胃内の細菌培養と病理組織学的検索
　胃内容を一部採取し，BTB寒天培地，トリソイ羊
血液寒天培地，チョコレート寒天培地，GAM寒天培
地にて直接培養した．同時に増殖培養を施行した．
摘出した胃は10％ホルマリンで固定後全割し，ヘマ
トキシリンーエオジン，HID－ABおよび，　con－
canavalin　A　III型粘液染色を行った．発生胃病変は
癌とatypical　hyperplasia（AHP）に分類した．
AHPは，人のgastritis　cystica　polyposaに類似し
た異型増殖病変で，粘膜下層までに比較的限局した
構造異型を有する過形成腺管を主体とするものを
mild　AHP（図3），胃・空腸吻合部近傍に強いポリ
ープ状変化をきたし，固有筋層以下に嚢胞状拡張腺
管を伴った腺腫様増殖がみられるものをsevere
AHP（図4），両者の中間をmoderate　AHPとした．
　4．ras　P21遺伝子蛋白の検索
　剖検後，幽門腺領域および胃底腺領域を中心とす
る胃粘膜を採取し，ras　P21遺伝子蛋白の検索を行
った．方法は，採取した胃粘膜をhomogenizerで破
砕し，等量のsample　bufferを加え煮沸した後，蛋
白量にして100μgを泳動槽各レーンに入れて30
mAの定電流で泳動した．ゲルをニトロセルロース
フィルターに移送後，1次抗体として抗ras　P21
（NCCOO4）抗体によるウエスタンプロット法を行っ
た．対照として細胞株HR－3　Y　1－2を用いた．各測定
値の平均値の差の検定は，student’s　t－testを用いた．
また各群間の発癌の頻度はκ2検定ならびにU検
定，t検定により検討した．
研究成績
　1．実験終了時体重
　実験開始時の平均体重は156±3．4gで，剖検時平
均体重は1群619±14．5g，　II群596±14．2　g，　III群
が670±15．Og，　IV群672±14．5gとIII群，　IV群に
比べて，手術群（1，II群）では，有意差は認められ
ないものの，体重増加から見た発育は不良な傾向が
認められた（表1）．
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表3各群における胃内容の細菌学的検索
Group No．　ofrats
Escherichia　Streptococcus
　cole　faecalis
r teus
morganii
Group　1
Group　II
20
15
　14
（70％）
　5
（33．30／．）
　13
（650／．）
　12
（soo／．）
　2
（loo／．）
　o
表4　腺胃および前胃の部位別にみた胃粘膜表面に発生した腫瘍の内訳
Grandular　stomach Forestomach
Group　　　　rats
No．　of　Adeno　　　　　　　AHP－carcinoma
　　　　　　Squamous　cellSarcoma　　　　　　carcinomaPapilloma
1
II
III
IV
20
15
9
3
　10
（soo／．）
　3
（200／．）
　o
　o
　20
（looo／．）
　14
（930／．）
　o
　o
　1
（50／o）
　o
o
o
　1
（50／o）
　o
o
o
　5
（25％）
　o
o
o
　2．各群胃粘膜表面のpH値
　各論における胃粘膜表面のpH値を表2に示し
た．統計学的有意差は認められないものの1群およ
びIII群でII群，　IV群に比し胃粘膜表面のpHが高
値となる傾向がみられた（表2）．
　3．胃・空腸吻合部近傍の胃内容の細菌学的検索
　1群およびII群の胃内容液よりE．　coli，　St．
faecalisが検出されたが，嫌気性菌は1例も検出さ
れなかった．1およびII群の細菌叢の分布に統計学
的有意差は認められず，胃癌発生例に特徴的な細菌
は認められなかった（表3）．
　4．腫癌発生頻度
　1）腺胃
　腺癌の発生頻度を表4に示した．1群では10例
（50．0％）に腺癌が認められ，そのうち3例は重複癌
であり計13個の病変がみられた．II群では腺癌が3
例（20％）に発生し，各1個の病変を認めた．III群
およびIV群では腫瘍の発生はみられなかった（表
4）．1群の部位別の腺癌発生頻度は，輸入脚近傍胃
粘膜に10／20（50．0％），輸出脚近傍胃粘膜に3／20
（15．0％）であり，輸入脚近傍に有意に高い頻度で腺
癌の発生がみられた（p＜0．05）．II群では輸入脚近
傍のみに3／15（20．0％）の頻度で腺癌の発生がみら
れた．
　AHPは1群，　II群ともに輸入脚近傍では80％以
上の頻度で見られ（1群80．0％，II群86．7％），　mod－
erate（1群30。0％，　II群40．0％）およびsevere（1
群25．0％，II群46．7％）の比率が，統計学的有意差
は認められないもののII群に高い傾向が認められ
た．輸出脚近傍では，1群で8／20（40．0％）の発生頻
度であり，II群の1／15（6．7％）に比べて高率であっ
た（p＜0．05）．またgradeに関してみるとII群では
すべてmild　AHPのみ，1群ではmoderate　AHPが
10．0％，severe　AHPが5．0％で，それ以外はmild
AHPであった（表5）．　III群，　IV群はどちらの部位
にもこのような異型病巣はみられなかった．
　1群では腺癌，AHPの外に，腺胃のsarcomaが1
例，多発性に認められた．
　2）二二
　前胃の病変は1群のみにみられ乳頭腫5／20
（25．0％），扁平上皮癌1／20（5。0％）の頻度であった．
III群，　IV群は腺胃と同様に異形病巣は認められな
かった（表4）．
　5．発生腺癌の病理組織学的特徴
　腺癌はすべて肉眼上では輸入脚または輸出脚近傍
の胃粘膜に隆起型の腫瘤を形成していた．16個みら
れた腺癌のうち，14個はヒトに見られる粘液結節型
腺癌であり，ルーペ像では主として粘膜下に限局性
に増殖する異型腺管群がみられ，強拡大では，その
病変は腺癌と診断し得る組織像を呈していた．その
（4）
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表51群およびII群の胃十二指腸吻合部近傍胃粘膜の組織学的変化
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Fig．5　十二指腸液逆流モデルのウイスターラット
　　胃粘膜に発生した腺癌の組織像
麹
肇
Fig．61群ウイスターラット（逆流手術＋
　　MNNG）胃粘膜に発生した腺癌の組織像
粘液は主としてalcian　blueに染色され，　con－
canavalin　A　III型陽性であった（図5）．
　1群の腫瘍ではII群のものと組織は類似している
ものの，alcian　blueに染色される粘液が減少し，細　　．
胞異型，構造異型が更に強い例がみられた（図6）．
また輸出脚周囲に発生し，漿膜下に硬性型の浸潤を
示す中分化型腺癌がみられた（図7）．
　6．癌遺伝子蛋白の発現
　対照としたHR－3Y1では21KDの位置に明らか
なバンドが得られた．1群のras　P21の発現は幽門腺
領域4／5（80．0％），胃底腺領域4／5（80．0％）にみ
られたのに対して，III群では明らかな発現をみなか
った．また対照群およびII群では明かな差はなく発
（5）
Fig．71群ウイスターラット輸出脚近傍胃粘膜に
　　発生した中分化腺癌の組織像
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表6各群の腺胃，前場におけるras　P21の発現
　　頻度
HR3Yl　1　2　31　2　31　2　3　41　2　3　4 GroupNo．　of　Glandularrats　stomachforestomach
奮
rrg一N’
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1
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3
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Fig．8Western　blot法によるras　P　21遺伝子蛋
　　白の発現の解析
現も弱かった（図8）（表6）．
考 察
　1．十二指腸液の発癌との関連性
　今回の動物実験で，胃十二指腸液を逆流させるこ
とにより発癌率の増加が認められることが明らかに
なった．人の場合でも良性の潰瘍が原因でBillroth　I
法およびBillroth　II法で胃切除した後（10年以上）
の残胃の発癌頻度が手術を受けていない人より有意
に高いとするいくつかの報告5）6）がある．最近の
4，131人の胃切除術後患者を対象としたprospec－
tive　cohort　studyでは胃癌発生率は術後15年で正
常人とほぼ同等であるが，術後20年以上経過すると
通常の2－3倍になること，また発生率が最も高い，
Billroth　II法を行った男性において3．2倍であるこ
とが報告されている7）．さらに術後20年以上経過し
た2，613例を対象としたアンケート調査8）でも，胃
良性疾患手術後20年以上生存した場合の残胃癌の
発症は，Billroth　II法を行なった男性では初回手術
時年齢が40歳未満の場合，Billroth　I法の4倍の発
生頻度であり，Toftgaardらの報告7）と類似してい
る．これに対して胃切除後の残胃の発癌の頻度は報
告されているほど高くなく，また残胃の場合でも吻
合法によるBillroth　I法とBi11roth　II法による差も
ないとする報告9）もある．これは手術からの観察期
間が10年のものからを対象にしており，近藤らの報
告の観察期間より短期間であるためとも考えられ
る．ほとんどの研究はBillroth　I法よりBillroth　II
法，即ち十二指腸液の逆流を伴う術式に，癌発生頻
度が高いことが示唆された．
　このようにBillroth　II法による再建症例で残胃
癌が多く見られる原因として第1に考えられている
のは，胃内に逆流する十二指腸液が何らかの発癌作
用をもっているためではないかとの問題である．十
二指腸液のどの成分が発癌を促進するかについて
は，胆汁成分の胃粘膜障害作用に重点をおいた報
告10）11）があり，それによるとウイスターラットに
MNNGを投与後，デオキシコール酸（DCA）を投
与した結果，投与群に発癌率の有意な増加を認める
ことや，F344ラットに各種の胆汁酸を投与すると，
その腺胃粘膜における，複製DNA合成能，　ornith－
ine　decarboxylase（ODC）活性が上昇することが認
められている．また，マウス胎児由来の線維芽細胞
培養液中に胆汁酸を投与した実験では，in　vitro－
transformationの促進作用が認められている12）．い
ずれの実験も胆汁酸自体の発癌促進promotion作
用を示唆するものである．
　基礎実験として行われた実験動物に対する手術に
関しては，Billroth　I法，　Billroth　II法により雄ウイ
スターラットにコントロール群（control），胆汁単独
逆流群（BR），膵液単独逆流群（PDR），十二指腸液
逆流群（combined）を作成し比較検討した報告13）が
（6）
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ある．この実験でcontro1とPDR，　contro1とcom－
bined，　BRとPDRの間の発癌率に有意差が認めら
れたことにより，胆汁それ自体には，initiator，
promotorの作用がなく，重要なのは膵十二指腸液
であることが示唆された．これは胆汁逆流群での発
癌の増加を認めなかったという小島ら14）の報告と
類似した結果となっている．このことから生体内に
おける発癌のメカニズムは，胆汁の逆流のみによる
ものではなく，initiatorとしての食物内の発癌物質
などその他の要因の関与も考えられる．
　2．MNNGと十二指腸液の相乗作用について
　本実験における十二指腸液逆流モデルは，十二指
腸液が完全に胃に逆流するために今までの術式と比
べて影響をより強く受ける方法15）であり，幽門腺が
残存しているにも関わらずpHの上昇が認められて
いるが，これは十二指腸液が常時逆流している結果
であると考えられる．今回の実験においては，この
手術前に発癌剤MNNG（100μg／ml）の8週間投与
を行い，それとの相互作用をみることにより逆流十
二指腸液の発癌作用を検討している．
　MNNGは，　initiationおよびpromotion作用を
有する発癌物質である．発癌はinitiationのみでは
起こらず，それに至るためにはpromotionが起らな
くてはならない．MNNG（167μg／ml）を6カ月に
わたり経口投与して，MNNGのみで発癌が起こる
ことも報告されている16）が，本研究における
MNNG単独投与のIII群では発癌が認められなか
った．これは今回のIII群でのMNNGの投与量と
期間が単独では発癌を起こすに至るものとしては不
十分であり，promotionをもたらす他の要因の関与
が不可欠であったと思われた．一方，MNNG投与後
に十二指腸液逆流手術を加えた1群では，輸出脚周
囲の幽門腺領域に胃癌発生がみられている．幽門腺
領域はMNNG胃癌の好発部位であり，逆流十二指
腸液によって胃発癌が促進されたことが示唆されて
いる．またMNNG胃癌には少ない硬1生型の浸潤を
示す胃癌がみられたことも興味深い．
　3．胃粘膜に発生した腺癌の病理組織学的検討
　今回の実験でII群にみられた腫瘍の組織像は
Schlakeら17）の詳細な病理組織学的検討における
所見と同様，粘液結節型腺癌である．しかし彼らの
報告を含めて，このような自然発生腫瘍の遠隔転移
を証明したものは見当らない．発癌剤を用いないで
胃切除後に作成した十二指腸液逆流モデルからは，
40週後に30％前後の頻度で同様の組織像を示す腺
癌の発生が報告されている．またそのうちの1例に
肝臓への明かな直接浸潤像が認められた14）．これは
この腫瘍が腺癌であることを支持するひとつの所見
と考えられる．今回の実験では胃切除を行わないで
同様の十二指腸液逆流手術を行った．その結果，II群
に発生した腫瘍には浸潤像はみられなかったが，前
述の小島らの報告14）した組織像と同一であり腺癌
と判断した．
　4．胃液PHおよび細菌叢の発癌との関連性
　胃における発癌のメカニズムを考える上では，十
二指腸液のみでなく胃内の微小環境の変化も重要と
考えられる．胃液のpHや細菌叢の変化と胃発癌と
の関係についてはいくつかの報告がなされている．
pHの上昇に伴う腸内細菌叢の変化に伴い胆汁など
を基質としたcarcinogenが産生されたり18），食物中
の硝酸塩を還元し，N－nitroso化合物を含む亜硝酸
塩を産生することも発癌の原因のひとつと考えられ
ている19一一21）．
　5．発癌過程に於けるras遺伝子の関与
　以上のように十二指腸液の逆流と発癌との関連に
ついてはいくつかの報告があるが，その作用機序は
複雑で，まだ完全には明かにされていない．今回の
実験で発癌過程に於ける癌遺伝子の関与をWest－
ern　blot法によりras遺伝子より産生されるras
P21遺伝子蛋白について検索した．　ras遺伝子は第
！2染色体に位置する癌遺伝子で，プロトオンコジー
ンとして内在しており変異により細胞増殖を促進し
発癌を誘発するといわれている．ras遺伝子の変異
については消化器癌では主として大腸癌について研
究され，癌組織および1cm以上の腺腫で50％以上
認められるとの報告がある．胃癌においてもrasの
関与を示唆する報告は多くみられるが，大腸癌の発
癌の機序の如く系統的な解析はなされていない22）．
今回，発症についての基礎的研究をするにあたり，
十二指腸液逆流およびMNNGによる発癌とrasの
発現がどのように関連しているかを解析した．その
結果，1群（MNNG投与＋手術）の吻合部粘膜にお
いてras　P21遺伝子蛋白の増加が認められている．
II群ではIII群および対照群とのras蛋白の差は認
められていない．このことはMNNGを投与した場
合の十二指腸液逆流による胃発癌促進作用にras遺
伝子が関与している可能性を示唆するとも考えられ
る．癌遺伝子研究の進歩により，発癌のメカニズム
（7）
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についても多くの研究がなされているが，実際の生
体内での発癌には種々の要因が複雑に関与している
ものと思われる．本研究で明らかにした逆流腸液に
よる胃癌の増加はこのような癌遺伝子のpromo－
tionやinitiationと関連している可能性が示唆され
た．
結 語
　1．　雄ウイスターラットを用いて，十二指腸液が
すべて胃内に逆流，循環するように胃空腸吻合を行
い，逆流十二指腸液が胃発癌にもつ意味を形態学的
および癌遺伝子蛋白の発現の面から解析した．
　2．　N－methyl－N’一nitro－N・nitrosoguanidine
（MNNG）単独投与群では腺癌の発生を認めなかっ
たが，MNNG投与＋逆流手術群では輸入脚周囲胃
粘膜に10／20（50％），輸出脚周囲に3／20（15％）の
頻度でその発生を認めた．逆流手術単独群でも輸入．
脚近傍に3／15（20％）の頻度で腺癌の発生を認めた．
　3．以上の結果より十二指腸液の逆流がMNNG
胃癌発生に対して促進作用を有していることが明ら
かになった．
　4．AHPの発生頻度およびその程度は，腺癌の
発生頻度が高い輸入脚近傍に同様に高く腺癌発生と
の相関が示唆された．
　5．ras　P21はMNNG＋逆流手術群の吻合部粘
膜のみに強い発現がみられ，逆流手術単独群では明
かではないことから，ras遺伝子の増幅にはMNNG
投与と十二指腸液逆流の双方が不可欠であることが
知られた．
　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りまし
た恩師小柳教授に深甚なる感謝の意を表します．ま
た，御協力頂きました教室員各位に深く感謝の意を
表します．
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An　Experimental　Study　on　the　Effect　of　Reflux　of　the　Duodenal
　　　　Contents　on　Development　of　Gastric　Carcinoma　in　Rat
Katsura　NAKAKAWAJI　and　Kazunobu　SUZUKI
Department　of　Surgery　Tokyo　Medical　aollege
　　（Director：Pro£　Yasuhisa　KOYANAGI）
　　In　order　to　clarify　the　mechanisms　of　increased　risk　regarding　the　development　of　gastric　carcinoma
after　gastrojejunostomy（G－J　stomy），the　combined　e脆ct　of　preoperative　administration　of　low　dose
carcinogen　N－methy－N，一nitro－N－nitrosoguanidine（MNNG）and　reflux　of　duodenal　contents　on　car－
cinogenesis　was　studied　in　47　male　Wistar　rats．　The　rats　were　divided　into　four　groups；i．e．　MNNG十
G－J　stomy　（Group　1），　G－J　stomy　alone　（Group　II），MNNG　alone　（Group　III），and　control　（Group　IV）．
The　incidence　of　adenocarcinoma　development　at　the　48th　week　was　65910，20％，0％and　O％，　respective－
ly．　The　incidence　was　significantly　increased　in　Group　1　compared　with　other　groups．　The　expression　of
the　ras　P21　oncogene　was　also　examined　by　a　Western　blotting，　and　a　high　positive　rate　of　8090　was
demonstrated　in　Group　1．　No　difference　in　gastrointestinal　flora　was　observed　among　the　four　groups．
From　these　results，　the　combined　effect　of　a　low　dose　of　MNNG　and　reflux　of　duodenal　contents　into　the
gastric　lumen　was　proved　to　increase　the　risk　of　gastric　carcinoma，　especially　in　cases　with　G－Jstomy．
〈Key　words＞　Reflux　of　duodenal　contents，　Wistar　rats，　Gastric　carcinoma，　Oncogene，　MNNG．
（9）
